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概 要 

 ヒト免疫不全ウイルス（HIV）感染者とエイズ患者の

数はこれまで、全世界で累積 6000 万人にもおよぶと言

われる。このうち、サハラ砂漠以南のアフリカ諸国が、

2250万人と圧倒的に多い（2007年末現在）。しかし新た

な感染地域として、エイズ/HIV の魔の手は次第にアジ

アにも及んできた。中国やインドの状況は空恐ろしささ

え感じる。我が国でも 2007 年度は感染者の数が過去最

高、しかも 4年連続で 1000人を超えるなど、過去最高

の新規感染者数を記録し、今後の感染拡大は大いに憂慮

すべき状況である。  

 平成 11年 10月にいわゆるエイズ予防指針が策定され、

わが国のエイズ対策の抜本的見直しと新方針が打ち出

された。爾来、当センターはわが国のエイズ対策研究の

ための中核としての役割を果たしてきた。活動は大きく、

施策的なものとワクチン開発や HIV 感染症の特効薬開

発という研究要素の強いものに分けられるが、いずれも

わが国における HIV感染者やエイズ患者の QOLの向上、

新規感染拡大の防止を第一の、そしてその成果を国際誌

上で発信することで世界のエイズ、HIV問題に貢献する

ことを最大の目標に置いてきた。 

 HIVの感染予防研究に関しては、とくに BCG及びワ

クシニア DIs ウイルスを用いた prime/boost ワクチン、

これらに加え、ユニークな糖鎖変異ウイルスによる生ワ

クチンの臨床応用の可能性を強力に探っている。また

HIV の多様性に対応可能な中和抗体の誘導の研究さら

には種々のアジュバントを用いた粘膜免疫の誘導の研

究に力を傾注している。一方、治療の面からは、HAART

の効果には目覚しいものがあり、感染者に大きな希望を

与えている。しかし、そのコスト、慢性毒性、さらには

薬剤耐性の獲得による治療困難症例の増加が大きな問

題となっている。さらに HAARTをもってしても、体内

からウイルスを完全に駆遂することは今のところ不可

能であり、感染予防のためのワクチン研究とともに、感

染固体からのその根絶に向けた研究も重要である。この

ため今までにないような作用機序、とくに宿主因子を標

的とした新たな抗 HIV 薬の開発が待望されている。一

方、アジア、とくに中国やインドが AIDS/HIVの感染拡

大において中心の場となりつつある現状で、すでに高い

評価を受けている当センターのアジアの分子疫学研究

を推し進めてきた。 

 HIV感染及び診断検査については、方法の標準化とそ

の精度管理において、これまでどおりわが国の中心的役

割を果たすことになる。また、感染者の治療については、

直接あるいは間接的に感染者に還元できるような研究

を推進している。その大きな柱の一つとして HAARTを

受けている患者の薬剤耐性のモニターがあり、それとと

もに耐性を出させない治療法についても研究を行って

いる。 

 当センターはまた、国際協力機構(JICA)のアジアやア

フリカにおけるエイズプロジェクト等にも積極的に協

力してきた。また、JICA との協力によりアジア、アフ

リカ諸国等からの研修員を対象に HIV 診断技術講習を

実施しており、多数の研修員を指導してきた。このよう

に、当センターの活動は一層国際的な展開をみせている。

一方、厚生労働省、文部科学省、HS 財団等の研究費に

よる班研究等にも多数参加しており、我が国エイズ研究

の中核となっている。 

 人事では、本多三男第 1研究グループ長が辞職（平成

19年 6月 30日付）し、後任に梁明秀博士が横浜市立大

学医学部（准教授）より就任（平成 19年 10月 1日付）

した。 

 当センターの運営に当たっては宮村達男所長、渡邉治

雄副所長、佐多徹太郎感染病理部長、岡部信彦感染症情

報センター長、山口一成血液・安全性研究部長、佐藤裕

徳病原性ゲノム解析研究センター第 2室長、保富康宏医

薬基盤研究所霊長類医科学研究センター長等多くの方

の協力を得た。 

 研究の場に関しては第 3室の村山から戸山への移転で

などで多少の改善がみられたものの、研究スペースの確

保と統合は依然として悲願のままいまだ達成されてお

らず、最重要課題のひとつとなっている。 
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業 績  

調査・研究  

Ⅰ．エイズワクチンの開発 

1．BCG/DIsプライムブーストワクチン 

(1) 発現改良型Ｔ細胞ワクチン開発の検討 

 HIV ワクチンの臨床効果の目処が混沌とした状態で、
ワクチンの研究開発は基礎研究の立場から再検討する事

が最優先事項の一つとなっている。本研究で、感染研第

一研究グループと米国 NIH ワクチン開発センター

（VRC/NIAID/NIH）との共同研究として、組み換え

BCG・Ad のプライムブーストワクチン開発が進められ

た。その結果、マイコバクテリアベクターの低発現性の

改良が緊急課題であることさらに T細胞発現の特異性を

明らかした。従って、ベクター改良を含めた発現系を検

討し、これまで得られなかった高分子蛋白の大量分泌系

の開発を可能にした。その普遍性と生体発現の至適化を

検討中である。 

[本多三男、兼清 優、Gary J. Nabel(米国 NIH)、松尾和

浩(日本 BCG 研究所)、山本直樹] 

 

(2) 改変型 HIV-1 Env抗原の BCGからの分泌発現の試み 

 昨年度報告したHIV-1 Env V3ループの S-S結合に近い

位置のアミノ酸を部分的に欠失した gp140遺伝子（菌体

内で安定に発現）の N末端近傍にさらにアミノ酸変異を

導入し、alpha抗原のプロモーター、シグナル配列を用い

て BCG での分泌発現を解析した。シグナルペプチダー

ゼによる認識を改良するために Asp-Pro 残基を導入した

ものや、サイトカイン分泌に使われたスぺーサー配列を

挿入したものなどを試行したが、Env 抗原の菌体外への

分泌は認められなかった。今後他のシグナル配列を用い

て検討する。 

[松尾和浩(日本 BCG研究所)、佐藤香里(日本 BCG研究所)、

堀端重男(日本 BCG研究所)、山本直樹、Gary J. Nabel(米
国 NIH)、本多三男] 
 

(3) BCG東京株 I型および II型株のキャラクタリゼーシ

ョン 

 組換え BCG の作製に用いている東京株シードロット

は、I 型、II 型の混合物であることが明らかになってい

る。それらの型によって形質転換効率、プラスミド DNA

の安定性、外来抗原発現能等が異なるかどうかを、HIV-1 

Gag及び Gag変異体発現プラスミドを用いて調べた。野

生型では、コロニー数、プラスミドの安定性について I

型 II型で大差がなかったが、Gagの N末端２アミノ酸を

PheSer (野生型は GlyAla)に置換した変異体発現プラスミ

ドでは、II型で多数のコロニ−を生成するものの、プラス

ミドを欠失した形質転換体が多く観察され、DNAの安定

性に差がある可能性が示唆された。今後、解析コロニー

数を増やし、組換え BCG ベクターとして適した株を純

化したい。 

[松尾和浩(日本 BCG 研究所)、佐藤香里(日本 BCG 研究

所)、堀端重男(日本 BCG研究所)、山本直樹] 

 

(4) コドンを至適化した HIV-1 subtype A、B、C由来改変

型 env遺伝子を発現する組換え BCGの構築 

 各サブタイプ（A、B、C）の改変型 env遺伝子（gp140、

gp145）を alpha抗原分泌シグナルの C末端に直接つなぎ

改変型 Env抗原が発現するかを検討するため、これらの

ベクターを BCG に導入し、形質転換体を得た。菌体内

での Env抗原の発現及び培養上清中への分泌をウエスタ

ンブロット法により解析した結果、菌体外への分泌は認

められなかったものの、菌体内での発現が確認された。

さらには、以前のベクターと比較すると alpha 抗原由来

のシグナル外 C末端領域のアミノ酸を除き、直接シグナ

ルに改変型 env遺伝子をつなぐことで Env抗原の分解産

物が減り、菌体内での Env抗原の安定性が増すことがわ

かった。 

[堀端重男(日本 BCG 研究所)、佐藤香里(日本 BCG 研究

所)、松尾和浩(日本 BCG研究所)、山本直樹] 

 

(5) Tat系分泌シグナルを有するHIV-1 subtype B由来改変

型 env遺伝子を発現する組換え BCGの構築 

 alpha抗原のシグナル遺伝子は、菌体でのタンパク分泌

系として知られている Sec 依存性であり、最近 Sec 系と

異なる Tat (Twin-arginine translocase) 系による蛋白質分

泌系が抗酸菌においても機能すること報告されているの

で、この系を利用するために Tat 依存性のシグナル遺伝

子（blaF）を有したベクターをもとにして改変型 env 遺

伝子（gp145B、gp140B）を導入することで、BCG 組換

え体の Env抗原の発現及び分泌能が向上するかどうかを

調べた。組換えを行った結果、 pSO-blaF145B 及び

pSO-blaF140B により得られた組換え体では分泌能の向

上は見られなかったものの、rBCG/pSO-gp140B株の菌体

内における Env抗原の発現が劇的に増強された。 

[堀端重男(日本 BCG 研究所)、佐藤香里(日本 BCG 研究

所)、松尾和浩(日本 BCG研究所)、山本直樹] 

 

(6) 改変型 env遺伝子を導入した組換え BCGのタイピン

グと導入遺伝子の安定性 

 既に BCG東京株に関しては I型、II型が存在する事が
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知られている。組換え体では形状の異なる 2種類のコロ

ニーが見られるが、形態によりタイプが分類可能なのか

を調べるため、各種コロニーの単培養を行い、PCRによ

り BCG のタイピングを行った。その結果、組換え体

（rBCG/pSO-blaFgp145B、gp140）は導入する遺伝子やコ

ロニーの形状に関係なく全て II型であった（82/82）。さ

らに導入したベクター内にある改変型 env遺伝子のBCG

菌体内における安定性を調べるため、PCRで解析を行っ

た結果、コロニー形態の違いによる導入遺伝子の安定性

は rough>smoothであり、導入遺伝子から見た場合の安定

性は gp140>g145であることがわかった。 

[堀端重男(日本 BCG 研究所)、佐藤香里(日本 BCG 研究

所)、松尾和浩(日本 BCG研究所)、山本直樹] 

 

(7) HIV-1 Gagを分泌発現する組換え BCGの構築 

BCG ベクターにおいて抗原を菌体外へ分泌させるこ

とは、菌自身へのストレスを軽減するとともに、抗原を

免疫系に到達させるために有効と考えられる。そこで、

組換え BCG からの Gag 分泌発現能を向上させるため、

抗原 85B のシグナル配列に繋ぐ Gag の N 末端領域にア

ミノ酸置換を導入した 3種の変異体遺伝子を作製した。

構築したベクターを BCG に導入したところ、全ての変

異体で Gag の分泌発現が認められ、特に N 末端が DPA

の変異体（野生型は GAR）において分泌能が上昇してい

た。このことから、N 末端領域に変異を導入することは

分泌能を上昇させるのに有効と考えられた。 

[佐藤香里(日本 BCG 研究所)、堀端重男(日本 BCG 研究

所)、山本直樹、松尾和浩(日本 BCG研究所)] 

 

2．エイズワクチンの免疫増強効果を目指した SOCS1阻

害剤の開発に向けての技術基盤の構築 

 HIVに対するワクチンは有望な治療および予防の手段

の一つであるが、これまでに臨床で得られた成果は限定

的なものにとどまっている。最近の報告により、抗原提

示樹状細胞（DC）のサイトカインシグナル伝達サプレッ

サーSOCS1をサイレンシングすると、抗原特異的な抗腫

瘍免疫が大幅に亢進することが明らかになった。我々は

エイズワクチンの免疫増強効果目指した SOCS1 を抑制

する薬剤のスクリーニングを行うため、小麦胚芽を用い

た無細胞タンパク質合成系とアルファスクリーンを用い

たハイスループットアッセイ系を構築した。 本法は 384

サンプルを同時に数分間で解析可能なハイスループット

に阻害剤スクリーニング方法であり、同時に SOCS1のユ

ビキチンリガーゼ活性を指標とした全く新しい薬剤スク

リーニングが可能である。これらの技術は新規の SOCS1

特異的阻害剤の開発のみならず、免疫、ワクチンのあら

ゆる分野において活用していくことが可能であると考え

られる。 

[梁 明秀、仲宗根正、澤崎達也(愛媛大学)、正岡崇志(愛

媛大学)、西真由子、大庭賢二、山本直樹] 

 

3．抗 V3 中和抗体に対する耐性メカニズムの解析 

HIV-1 env V3 core sequenceの GPGR配列を認識するモ

ノクロナール中和抗体 KD-247に対し、v3 loopに GPGR

配列を有する B HIV-1 subtype の中に中和耐性のウイル

スが存在した。Env V3領域以外に中和感受性を決定する

要因があると考えられる。中和耐性と感受性ウイルス亜

株を分離し、その Env 配列の解析を行った。その結果

KD-247 の中和エピトープからかなり離れているにも関

わらず、JRFL において C1 領域に point mutation がある

と中和感受性が７倍高くなることが判明した。Env の構

造・機能および中和抗体の作用機序に関し、多くの示唆

が得られると期待される。 

[滝澤万里、草川茂、駒野淳] 

 

4．高い多様性を持つ HIV-1 に有効なエイズワクチンの

開発 

HIV-1 の高い変異性は、感染地域により流行している

ウイルス遺伝子型は異なっている。AIDS pandemic の原

因となっているHIV-1 group Mはアミノ酸配列から 10以

上の subtype に分類される。各感染地域では複数の

subtype による感染が起こっている。アミノ酸配列の違

いは Gag, Polでは 10％前後、それ以外の遺伝子では最大

３０％に達する。このような背景から HIVワクチンは複

数の subtype に対する感染防御効果が求められている。

これまで HIV ワクチン開発は主に細胞性免疫を誘導す

る prime/boost 法をベースに行われてきた。しかし米国

NIH による adenovirus  vector ワクチンの臨床実験の失

敗からワクチン開発戦略の見直しが迫られている。

HIV-1 感染抵抗性と関連する遺伝的性質、動物モデルに

より実証されている生ワクチンによる感染防御の機序等、

これまで軽視されてきた HIV 感染制御の解明への研究

の重点化が進んでいる。我々はエイズウイルスパイク表

面の糖鎖修飾の減少がウイルスの弱毒化と生ワクチンと

しての性質の獲得に働くことを SIV/アカゲザル感染モ

デルから明らかにした。スパイク表面を覆う N 型糖

鎖のうち 3、5カ所に糖鎖欠失変異を導入した生ワクチン

は野生型の高病原性 SIVmac239 感染をほぼ完璧に感染

防御した。しかし HIV-1の多様性を考えると少なくとも

複数のサブタイプへのワクチン効果が HIV ワクチンに
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求められる。動物モデルに用いられる SIVmac が属する

SIVsmは自然感染において HIV-1と同様のウイルス多様

性を持つ。そこで複数の subtype に属する病原性 SIVsm

を用いたワクチン効果の検討を開始した。まず

SIVsmE543 を用いた解析を行っている。同 subtype 

SIVmac239感染では見られなかった明らかな初期感染が

約半数で検出された。しかしそのピーク値はワクチン未

接種群と比較すると 1/1000であった。さらに遅延してウ

イルス増殖が見られる個体、周期的にウイルス感染が検

出される個体が確認されたが持続感染はなく、すべての

個体で血中ウイルス量は測定感度以下に抑制された。こ

のように生ワクチンは MHC 等の遺伝子多型の影響は小

さい。ウイルス多様性、宿主遺伝的性質の違いに影響さ

れない HIV 感染制御の機序の解明は新たな HIV ワクチ

ン開発研究の手がかりとなることが期待される。 

[杉本智恵、森一泰] 

 

5．糖鎖修飾ウイルス生ワクチンの中和抗体誘導と

感染防御効果 

 高病原性 SIVmac239 Env gp120には 23か所の N型糖

鎖付加部位が存在するが、5 か所の糖鎖欠失変異により

ウイルスは弱毒化した。糖鎖修飾はウイルスの細胞指向

性と中和抗体感受性に影響することから、これらのウイ

ルスの性質とウイルスの低病原性化、生ワクチンとして

の感染防御効果について検討した。aa 79, 146, 171, 460, 

479にN→Q変異を持つΔ5G に加え新たに 3種の変異ウ

イルス：Δ5G-v1(aa71, 79, 146, 460, 479に N→Q変異)、

Δ5G-v2(aa79, 146, 377, 460, 479に N→Q変異)、Δ3G( aa 

146, 171,460に N→Q変異) を作成した。SIVmac239は T

細胞指向性でマクロファージでの感染増殖性は非常に低

い。Δ5G は T 細胞、マクロファージでの感染増殖性を

示す。この性質の違いは標的細胞のウイルスレセプター

利用が関連する。SIVmac239 の感染には CD4 と CCR5

が必要だがΔ5Gは CCR5のみでも感染する性質を持つ。

SIVmac239はHIV臨床分離株と同じように高い中和抗体

抵抗性を有するが、Δ5Gは中和抗体誘導能があり最初の

感染実験では 2/5頭で中和抗体が検出された。Δ5Gの上

記の性質は 5カ所の糖鎖欠失のうち 3カ所が関与するこ

とからその３カ所のみを持つΔ3Gを作成した。また 171

の糖鎖付加部位の復帰変異により上記Δ5G の性質が変

化したことから、171 の代わりに新たな糖鎖付加部位に

変異を持つウイルスΔ5G-v1、Δ5G-v2を作成した。Δ3G

はΔ5Gより 2カ所 N型糖鎖修飾が多いが上記の in vitro

の性質についてはほぼ同じであった。Δ5G-v1とΔ5G-v2

はΔ5Gのマクロファージでの感染増殖性を失った。以上

の新たな変異ウイルスについてワクチン効果と中和抗体

誘導についてΔ5Gと比較した。糖鎖修飾の違いは中和抗

体誘導に影響し、感染ウイルスに対しΔ5G<Δ3G<Δ

5G-v1<Δ5G-v2 の順で高い中和抗体が誘導が検出された。

Δ5G-v2 感染では 3/3 頭で感染 6 週には高い中和抗体が

検出された。Δ5G、Δ3G感染では 1/3頭のみで有意な中

和抗体が検出されたが、Δ5G感染では検出されたのは感

染後 35週以降であった。このようなワクチンウイルスに

対する中和抗体誘導の違いにも関わらずチャレンジウイ

ルス（SIVmac239, SIVsmE543）に対する中和抗体は誘導

されなかった。4種の糖鎖修飾変異ウイルスは in vitroで

のウイルスとしての性質、中和抗体誘導において顕著な

違いがあった。ところが生ワクチンとしての感染防御の

誘導においては違いは見られなかった。ワクチンウイル

スの野生株である SIVmac239 感染は検出限界以下に抑

制された。subtype が異なる SIVsmE543 感染は、初期感

染血中ウイルス量において 1/1000以下に抑制された。 

[杉本智恵、森一泰] 

 

6．粘膜免疫誘導アジュバントに関する研究 

 HIVワクチン開発において粘膜免疫誘導が可能であれ

ば、HIVの主な侵入門である生殖器粘膜での感染阻止が

期待される。一昨年度サルを用いた感染防御試験の検討

で十分なデータが得られなかったため、再度各種アジュ

バント候補をOVAを抗原としてマウスでスクリーニン

グを行った。その結果、微粒子状キトサンおよびカチオ

ン化キトサンに高いアジュバント活性を認めた。さらに

抗原を組換えHIV-1envタンパクを用いて同様にマウス

で検討した結果、キトサン関連物質にアジュバント効果

を認めた。また電子顕微鏡にて形状を観察した。接種経

路はこれまでの解析を行ってきた経鼻投与の他に経肺お

よび経皮での免疫能の解析を行ったが、経鼻免疫以上の

結果は得られなかった。さらに現在、HIV-1精製タンパ

クを用いた免疫を行い抗体の中和活性能の検討を行って

いる。カニクイサルを使用してのキトサン微粒子および

カチオン化キトサンとOVAを用いた経鼻投与実験では、

血中にOVA特異的抗体を検出すると共に血液生化学的

な異常は検出されなかった。現在さらに詳細な検討を行

っている。 

特許出願  

①特願2007-192362「免疫アジュバント」平成19年7月24

日出願 

②特願2007-192363「免疫アジュバント」平成19年7月24

日出願 

③特願2007-192364「IgA抗体検出法」平成19年7月24日出
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願 

 [石川晃一、小林丘、福島健司] 

 

Ⅱ．HIV感染症の治療と薬剤耐性に関する研究 

1．Allele-specific RT-PCR法を用いた超高感度HIV薬剤耐

性遺伝子定量法の開発 

一昨年度までに開発したHIV-RT薬剤感受性迅速試験

法の課題のひとつに、遺伝子学的薬剤感受性（ゲノタイ

プ）と生物学的薬剤感受性（フェノタイプ）との相関が

挙げられる。特に軽度耐性例の遺伝子学的薬剤耐性は、

既存の方法は定性試験のため、詳しい相関について検討

ができない。その弱点を補うべく、昨年度より超高感度

遺伝子学的薬剤耐性検査法開発を行っている。その結果、

K103N遺伝子とM184V遺伝子を検出できる系が確立さ

れた。本系では、血漿中全ウイルス中に0.15%以上存在

する耐性遺伝子（K103NまたはM184V）であれば検出さ

れる。今年度は数％以上存在するD67N耐性遺伝子を検出

する系を新たに開発した。本系により、HIV-RT薬剤感受

性・耐性についての詳細な解析が可能になれば、それぞ

れの感染者に応じたきめの細かい治療法へとつながる事

から、その意義は大きい。しかしながら、本系は耐性あ

るいは感受性コントロールの品質に依存する事が確認さ

れた。すなわち、この弱点を考慮しつつ、系の精度管理

とともに測定数を増やして、酵素学的耐性と遺伝子学的

耐性の定量的相関を明らかにすることが必要である。 

[仲宗根正、西澤雅子、Sara Palmer (米国NCI)、杉浦 亙] 

 
2．酵素活性を指標としたあたらしい HIV プロテアーゼ

薬剤耐性検査法の開発 

 薬剤耐性HIV検査は新規感染者および長期療養患者に

対する適切な治療を行う上で欠かせない検査と位置づけ

られている。しかしながら、現時点では実際の酵素活性

を指標とした簡便かつ実用的な薬剤耐性検査法は確立さ

れていない。我々は、コムギ胚芽無細胞タンパク質合成

システムと化学増幅型ルミネッセンス プロキシミティ

ー ホモジニアスアッセイ（アルファスクリーン）を用い

て、プロテアーゼタンパク質の活性を根拠としたあたら

しい薬剤耐性検査の基盤技術を開発した。この手法は、

薬剤耐性患者血清中HIV-1プロテアーゼ遺伝子をPCR法

で増幅し、2nd PCR時に転写開始領域、エンハンサー領域、

および3’UTR領域を付加するだけで、鋳型遺伝子の準備

が可能となり、発現ベクターへのサブクローニング操作

をまったく必要としない。これらから384種類のタンパク

質を一晩で自動で生産できる自動タンパク質合成ロボッ

トを用いタンパク質を合成後、その384ウェルプレートを

そのまま用いて、アルファスクリーンにより酵素活性を

ハイスループットで測定することが可能である。この方

法はGenotype法とPhenotype法を結ぶタンパク質レベル

の薬剤耐性検査法として位置づけられ、短期間で安価に

適切な薬剤情報を提供できるため、今後の実用化が見込

まれている。 

[正岡崇志(愛媛大学)、梁 明秀、杉浦 亙、巽 正志、澤

崎達也(愛媛大学)、山本直樹] 

 

3．抗 HIV-1療法を受けている HIV/AIDS患者の薬剤耐性

モニタリング 

我々は平成 8年度より適切な抗 HIV-1治療実現のため

の支援事業として、薬剤耐性 HIV-1検査を実施してきた。

薬剤耐性遺伝子検査の結果は約 3週間で主治医に報告さ

れ、治療薬剤選択の指標として活用されてきた。平成１8

年度末までに参加した施設は 92施設、解析を行った検体

は平成 20年 3月の時点で累積 7897検体に達している。

平成 18 年度からは薬剤耐性遺伝子検査が保険収載され

たため、検査は民間の検査会社にゆだねられることにな

り、我々のところで実施する検体は、精査を目的とする

もの、経済的な理由により検査が困難なもの、そして次

項に述べる疫学調査を目的としたものに限られるように

なった。このため平成 18年度、平成 19年度とも保険収

載前と比較して大幅に減少した。保険収載により検査へ

のアクセスが容易になったのとは反対に薬剤耐性 HIV

の遺伝子情報の収集は困難となり、事実、平成 18年度は

情報が欠落してしまった。この点を補うために平成 19

年度より新たにアンケート調査を主体とする情報収集を

開始し、わが国における薬剤耐性 HIVの状況把握を開始

した。平成 19 年度は各地の拠点病院等における抗 HIV

療法の現状と薬剤耐性に関連するアンケート調査を実施

した。その結果合計 133例の薬剤耐性症例が報告された。

またこれとは別に HIV/AIDS治療患者の多い医療機関 25

施設に対してアンケートによる調査を実施した。その結

果 16施設より回答があり、多剤耐性症例 40例が報告さ

れた。 

[杉浦 亙、宮崎菜穂子、三浦秀佳、鈴木寿子、藤野真之、

山本直樹、松田昌和（三菱化学）］ 

 

4．新規 HIV/AIDS診断患者の動向調査 

HAARTが普及した今日、HIV/AIDSに新たに感染し、

治療前にもかかわらず既に薬剤耐性を獲得している症例

が世界各国で報告されており、その頻度は 10-20％とも

いわれている。日本では新規 HIV感染者数およびエイズ

患者数報告数が年々記録を更新する勢いで増加しており、
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また治療を受けている患者数も増加を続けている。この

ことから本邦においても新規 HIV/AIDS診断確定未治療

患者への薬剤耐性 HIVの拡大が大きな関心をもたれて

いる。我々は 2003年から 2007年にかけて全国の治療拠

点病院、衛生研究所等の協力のもとに新規 HIV/AIDS診

断患者を対象に耐性検査を実施した。薬剤耐性検査では

プロテアーゼおよび逆転写酵素領域を、サブタイピング

では env C2/V3領域を RT-PCRにて増幅し、その配列解

析を行った。対象症例は 03年：267例、04年：307例、

05年：429例、06年 395例：07年 508例であった。い

ずれの年においても調査対象となった症例は 30-40歳代

の男性が中心で（>90％）、感染経路は同性間性的接触

が 65-72%を占めていた。サブタイプは、いずれの年も

70%以上が Bであり、次いで CRF_01AEであった。また

少数ながらサブタイプ A、Ｃ、AG、Gも観察された。薬

剤耐性症例の頻度は 2003年：4.5％、2004年:4.2%年、2005

年：4.5%、06年 6.3%、2007年：7.7％であった。クラス

別に見るとヌクレオシド系逆転写酵素阻害剤耐性の頻度

は 03年:3.4％、04年：3.6％、05年 2.6%、06年 4.1％、

07年 4.7％であった。非ヌクレオシド系逆転写酵素阻害

剤では 03年：0.4％、04年 1.0％、05年 0.9%、06年 0.8％、

07年 0.8％、同プロテアーゼ阻害剤では 03年：1.1％、

04年：0.3％、05年：1.6%、06年：1.5％、07年 2.6％で

あった。 

[藤野真之、鈴木寿子、三浦秀佳、西澤雅子、山本直樹、

杉浦 亙、松田昌和（三菱化学）] 

 

5．細胞内におけるプロテアーゼ阻害剤の薬剤濃度のモニ

タリング 

薬剤感受性検査に利用されるレポータ細胞には HIV

の宿主細胞の T細胞系細胞株と非宿主である間質細胞系

株があるが、これらの細胞内における薬物代謝および細

胞内 PI 濃度の違いは明らかではない。そこで我々は T

細胞系細胞株である HPB-M(a)と CEM、代表的な間質細

胞系株 HeLa細胞の細胞内 PI濃度を HPLCで測定し比較

した。Nelfinavir(NFV)、saquinavir(SQV)、lopinvaire(LPV)、 

ritonavir(RTV)で検討した結果、NFVと SQVは T細胞系

で約 100～70倍、HeLa細胞では約 200倍に濃縮された。

LPV は T 細胞系で約 10 倍、HeLa 細胞で約 40 倍、RTV

は T細胞系とHeLa細胞で約 10倍濃縮された。37℃と 4℃

で細胞内 PI 濃度を比較した結果、SQV 濃度は低温下で

低下し、能動的な輸送機序が関与する可能性が示唆され

た。 

[西澤雅子、山本直樹、杉浦 亙、加藤真吾（慶應義塾大

学）] 

 

6．新規抗 HIV薬の開発に関する研究 

既存の抗 HIV薬に対して耐性を獲得した症例に対し

て有効な新規薬剤の開発に取り組んでいる。本研究では

我々が開発したレポータ細胞を用いて、抗 HIV活性を指

標に低分子化合物ライブラリーのスクリーニングを行な

った。20000個以上の化合物のスクリーニングを終了し、

新規な機序により HIVの複製を抑制する化合物を複数

見出すことに成功した。抗 HIV-1活性の認められた化合

物のうち有望なものについては類縁化合物を合成し、抗

HIV活性の増強よび毒性の軽減を試みた。その結果、IC50

が既存の薬と同程度もしくは増強した化合物に合成に成

功した。Hu-PBL-SCIDを用いた抗ウイルス効果の確認で

は nevirapineと同程度の阻害活性が確認された。現在前

臨床試験としての長期毒性評価など実用化に向けた in 

vivo実験を実施している。 

[三浦秀佳、岩谷靖雅、西澤雅子、村田大悟、杉浦 亙、

田中晴雄（北里大学）、野村伸彦（富山化学）] 

 

7．CRF01_AE（サブタイプ E）HIV-1 ウイルスのプロテ

アーゼの結晶構造解析と数理モデル解析 

従来の薬剤耐性研究はサブタイプＢを中心に行われて

きが、これにより得られてきた薬剤耐性に関する知見が

そのまま non-Bサブタイプにも当てはめることができる

のか明確ではない。我々はいままでに CRF01_AEではネ

ルフィナビルに対する耐性変異が異なっておりサブタイ

プ Bで主に観察されるＤ30Ｎを取る確率は低く、代わり

に N88S が獲得されることを明らかにしてきた。

CRF01_AE では D30N が獲得されないのかそのメカニズ

ムを構造科学的に明らかにするために HXB2-D25N, 

NH1-D25N, NH1-D25N/L10F, NH1-D25N/N88S, 

NH1-D25N/L10F/N88S 各々のプロテアーゼの精製を行っ

た。このうちの NH1-D25Nについては p1-p6ペプチドを

結合させた状態での結晶構造が得られた。その結果プロ

テアーゼの外側領域の側鎖が分子シミュレーションの予

測とはこのなる位置関係にあることが明らかになった。

活性のあるプロテアーゼの作製・生成。結晶化にも成功

をしており、今後幾つかの阻害剤との結晶化を進めてい

く予定である。 

[柿澤淳子、杉浦 亙、松田昌和（三菱化学）、大出裕高（千

葉大学）、松山 翔（千葉大学）、星野忠次（千葉大学）、

Celia Schiffer（Univ. Massachusetts）] 

 

8．タイ流行株 HIV-1（CRF01_AE）における薬剤耐性変

異獲得機序に関する研究 
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タイ政府が生産開始したジェネリック薬 GPOvir 

(d4T/3TC/nevirapine合剤)の普及に伴い、耐性 HIV-1株の

流行が憂慮される。我々は、タイ流行株の GPOvir 耐性

変異頻度に関するデータをタイ国 NIH と共同で平成 16

年から 17 年にかけてランパンコホートで回収された

GPOvir脱落症例 64例について Gag, protease、RT全域の

遺伝子配列解析を行い、薬剤耐性遺伝子の獲得パターン

について解析を行った。対象症例中には初回治療症例だ

けでなく過去に NRTI 単剤投与などの治療履歴をもつ既

治療症例が含まれていたが、既知症例では初回治療症例

に比して高い頻度で耐性変異が観察された。 

[シリパン・センアローン(タイ国立衛生研究所)、ワタ

ナ・オウワニット(タイ国立衛生研究所)、パニータ・パ

チバニッチ(ランパン病院)、吉田レイミント(長崎大学熱

帯医学研究所)、有吉紅也(長崎大学熱帯医学研究所)、松

田昌和(三菱化学)、杉浦 亙] 

 

9．定量 PCRを利用した高感度薬剤耐性検査法の開発 

米国疾病対策局(CDC)では定量 PCRを応用した高感度

薬剤耐性検査法が開発されている。これは米国で流行の

主流である Subtype Bのみが検査対象となっているため、

日本で 2番目に頻度の高い CRF01_AEを対象とした高感

度薬剤耐性検査の開発を試みた。日本で高い頻度で認め

られる逆転写酵素阻害剤耐性変異である M41L、K65R、

D67N、K70R、K103N、Y181C、M184V、T215Y/F を対

象として Primerの設計と検討を行い、現在M41LとK70R

について検査法を確立した。現在 K65R、M184V、K103N、

T215Y/Fについて Primerの改良など検査法の検討を行っ

ている。 

[西澤雅子、山本直樹、杉浦 亙、Jeffery Johnson(米国疾病

対策局 ), Jonathan Lipscomb(米国疾病対策局 ), Jin-Fen 

Li(米国疾病対策局), Xierong Wei, Walid Heneine(米国疾病

対策局)] 

 

10．限界希釈法によるクローニング手法を用いた薬剤耐

性 HIV-1の分子進化解析 

薬剤耐性変異が生体内でどのように選択進化していく

か解明することは薬剤耐性の病態を理解するうえで重要

である。中でもプロテアーゼとその基質である Gagタン

パク間には相互に干渉しながら進化選択を受けていると

推察されている。本研究ではプロテアーゼと Gagの相互

干渉（共進化）を明らかにするためにプロテアーゼ阻害

剤耐性変異を獲得した症例について定期的にサンプリン

グし、Gag 全域とプロエアーゼ約 3.0Kb を限界希釈法を

応用した Single genome sequencing 法によって増幅・クロ

ーニングし解析を行った。得られた配列は共進化解析プ

ログラム CoMapを用いて解析し、同一分子内および分子

間の干渉しあう変異の同定を行った。その結果、

GagP453L とプロテアーゼ E35D、E35D とプロテアーゼ

D30N/N88Dの間に強い関連が示唆された。観察された変

異を組み込んだリコンビナント・ウイルスを複数種作成

し、そのウイルス学的意義について解析を行った。その

結果、これらの変異が共在することでウイルスの複製が

高まることが確認された。 

[杉浦 亙、松田昌和(三菱化学)、柿澤淳子、田中 博(東京

医科歯科大学)、任 鳳蓉(東京医科歯科大学)、柴田潤子(東

京医科歯科大学)] 

 

11．抗 Vpr抗体の評価と臨床応用に向けた研究開発 

オリエンタル酵母工業株式会社で開発された抗 Vpr抗

体の Vprへの反応性を検討し、特異的に Vprを認識する

マウスモノクローナルとウサギ抗血清をスクリーニング

した。また Vprへの特異性は低いが細胞内で Vprと同様

の核膜局在を示す蛋白を認識するマウスモノクローナル

抗体を見出し、この抗体が核膜タンパクの一つを特異的

に認識することを免疫沈降法で確認した。この核膜タン

パクと Vpr の機能の類似性については、Vpr の機能解明

の糸口として今後の解析が期待される。また Vprに対し

て特異性を持つ抗体･抗血清を用いた ELISA の測定系を

開発し患者血漿中の Vprの測定を行い感度や特異性につ

いて検討している。 

[西澤雅子、山本直樹、岩谷靖雅、永田志保、杉浦 亙、

矢野竹男(オリエンタル酵母工業)] 

 

12．既存の治療薬がインテグラーゼに及ぼす影響につい

て 

新たに登場した新規薬剤インテグラーゼ(IN)阻害剤の

導入にあたり、既存の抗 HIV薬剤に対して薬剤耐性を獲

得した症例への有効性を確認・評価を試みた。プロテア

ーゼ阻害剤や逆転写酵素阻害剤の投与がインテグラー

ゼ分子に及ぼす影響について検討するために多剤耐性

変異を獲得した症例を選び、遺伝子配列解析を行った。

薬剤耐性症例 93(サブタイプ B：64, AE：29)、未治療症

例 48(サブタイプ B：40,AE：8)の解析を行った結果、薬

剤耐性症例の方にインテグラーゼ領域の変異が集積し

ている傾向が見られた。またサブタイプＢの薬剤耐性症

例２例にＩＮ阻害剤ラルテグラビルによる耐性変異

E157Qが観察された。しかしその薬剤耐性のレベルは低

くラルテグラビルの有効性に影響は無いものと考えら

れた。 
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[鈴木寿子、厳驊、藤野真之、西澤雅子、岩谷靖雅、杉浦 

亙、松田昌和(三菱化学)］ 

 

13．プロテアーゼ阻害剤耐性 HIV-1株に対するダルナビ

ルの有効性についての解析 

 薬剤耐性遺伝子検査において既存 PIに対し、抵抗性を

示す HIV 臨床分離株に対する darunavir(DRV)、

atazanavir(ATV)、lopinvir(LPV)、amprenavir(APV)の有効

性についての評価を試みた。多数の薬剤耐性変異の集積

が認められた HIV感染者から HIVの分離を実施した後、

薬剤感受性検査を行った。分離されたウイルスは、Gag

領域に PI耐性に伴って生じる変異を有していた。感受性

検査の結果と遺伝子検査による耐性の評価は正の相関を

示した。分離した 21株のウイルスで>2倍、2-5倍、5-25

倍、25 倍以上の耐性を示した株は ATV で 4、1、5、11

株、LPVで 5、2、3、11株、APVで 6、2、9、4株そし

て DRVでは 12、8、1、0株であった。ATV、LPV、APV

に対して 5 倍以上の耐性を示した臨床分離株の 56%、

64%、75%は 5倍未満、38%、29%、23%は 2倍未満の耐

性を DRV に対して示した。上記より、本邦における薬

剤耐性症例を救済する選択肢として DRV は有効である

と考えられた。 

[藤野真之、鈴木寿子、三浦秀佳、西澤雅子、杉浦 亙］ 

 

14．HIV-1の逆転写酵素が持つRNase H活性に対する特異

的阻害剤の開発 

 次世代抗エイズ薬として、RNaseH活性を阻害するエイ

ズ治療薬の開発を試みた。スクリーニングにより、異な

るHIV-1流行株および薬剤耐性HIV-1由来のRTに内在す

るRNase H活性を特異的に阻害する小分子化合物を複数

同 定 し た 。 中 で も 5-Nitro-furan-2-carboxylic acid 

carbamoylmethyl esterが酵素活性阻害の中心的役割を果

たす事が推測された。この作用機序は、候補化合物が

RNase Hの活性中心に結合することによるRNAの

hydrolysis阻害と推測された。また、細胞培養レベルでの

抗HIV-1活性が検出された。電算機を利用した立体構造

解析をもとに、これをリード化合物としてRNase Hを標

的とした次世代抗エイズ薬を開発中である。 

[駒野 淳、浦野恵美子、二橋悠子、藤 秀義(千葉大学)、

星野忠次(千葉大学)、山本直樹] 

 

15．In vitro免疫法を用いた完全ヒトモノクローナル抗体

産生細胞樹立の高効率化技術の確立 

 エイズ治療と予防のための抗体医薬の創製のため、有

用なモノクローナル抗体産生能力を有するヒト末梢血由

来B細胞株の樹立効率を増大させるための技術開発を行

った。in vitro immunization法およびsystematic oligoclonal 

propagation法の併用によるB細胞株の樹立効率を評価し

た。本法によるB細胞株樹立効率は高く、有用な抗体産

生細胞を高い確立で樹立することが出来たが、持続的な

抗体産生能を維持することが困難であるという問題点が

指摘された。抗体は本来生体分子であるため、マイクロ

ビサイド、受動免疫による感染予防、薬剤耐性ウイルス

に対するサルベージ療法としても迅速な臨床応用が期待

できる。 

[駒野 淳、浦野恵美子、濱武牧子、清水則夫(東京医科

歯科大学)、山本直樹] 

 

16 ． HIV-1 receptor CXCR4 の リ ガ ン ド 非 依 存 性

internalizationの制御機構に関する研究 

 HIV-1 receptorの一つであるCXCR4の機能・発現制御を

分子レベルで理解することはHIV-1複製をコントロール

するための方策を与える。我々はCXCR4のC末端細胞質

ドメインにSDF-1alpha非依存的endocytosisを起こすアミ

ノ酸モチーフがあることを発見し、それが３つのアミノ

酸からなるSESモチーフであることを同定した。これは

SDF-1alpha依存的endocytosisを起こすシグナルモチーフ

とは遺伝的に異なるものであった。両者のプロセスの分

子機序について比較したところ、後者に必要と考えられ

るbeta-arrestinは前者に影響を与えないことが判明した。

ウイルスレセプターの細胞表面発現を制御する事により

エイズ治療薬を開発しようとする創薬アプローチの基礎

的知見を与えることが期待される。 

[駒野 淳、浦野恵美子、二橋悠子、青木 徹、濱武牧子、

松田善衛、山本直樹] 

 

17．経口投与可能な CXCR4阻害剤の研究・開発 

 CXCR4は HIV-1の主要なコレセプターの一つであり、

そのアンタゴニストは新しい作用機序を有する抗 HIV-1

剤の候補として期待されている。私達は、新規 CXCR4

アンタゴニスト KRH-3955が経口投与可能で、in vitro、

hu-PBL-SCIDマウスモデルの両方で高い抗 HIV-1活性を

示すことを見出した。KRH-3955は、１）CXCR4に特異

的に結合し、SDF-1αの結合を強力に阻害した。２）それ

自身ではシグナルを入れないレセプターアンタゴニスト

として作用した。３）CXCR4 の ECL1、 2、3 に対する

mAbの結合を阻害したが、N末端を認識する抗体の結合

には影響を与えなかった。４）臨床分離株、既存の抗 HIV

剤耐性株の X4 HIV-1 に対して強力な抗ウイルス活性を

示した（EC50: ～1 nM）。で変異型 CXCR4発現細胞を用
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いた実験から KRH-3955 と相互作用する CXCR4 のアミ

ノ酸は、His281 と推定され、AMD3100 で報告のある

Asp171、Asp262、 Asp288 の変異は薬剤と CXCR4 との

相互作用に影響を与えなかった。KRH-3955 をラットに

10 mg/kgで経口投与したときの bioavailabilityは 26%に達

した。hu-PBL-SCIDマウスを用いた HIV-1感染モデルに

おいても自由飲水投与によって X4 HIV-1 感染を顕著に

阻害した。以上の結果は、KRH-3955 はエイズに対する

臨床応用に向けて有望な、経口投与可能な新規 CXCR4

アンタゴニストであることを示している。なお、現在

KRH-3955, 3148 に対する耐性ウイルスの誘導実験を開

始しており、耐性ウイルスが取得でき次第その解析を行

う予定である。 

[村上 努、浜武牧子、駒野 淳、田中勇悦(琉球大学)、

田中礼子(琉球大学)、大隈 和(琉球大学)、熊倉 成(ク

レハ)、枝松剛生(クレハ)、谷中幹郎(クレハ)、前田洋助

（熊本大学）、山本直樹] 

 

18．HIV-1マトリックスタンパク質（MA）を標的とした

ペプチド阻害剤の開発 

 HIVを標的とする薬剤の基礎研究においてカプシドや

マトリックスが標的の１つとして注目され、その部分ペ

プチドの一部が抗ウイルス活性を示すことが報告されて

いる。しかし、ペプチドが細胞内に導入されているかど

うかの検討はなされておらず、上記の抗ウイルス活性の

作用機序についても十分解析されていない。そこで、細

胞透過性を付加した HIV-1MA の部分ペプチドライブラ

リを合成し、抗ウイルス活性を有する部分ペプチドのス

クリーニングを行った。今年度は、また、スクリーニン

グより見出されたペプチドをリードとして誘導体を設計

し、抗 HIV活性を有する非ペプチド性化合物の創出を試

みる。MA の配列(１３２aa)の N 末端から 5 残基ずつオ

ーバーラップさせた１５mer の部分ペプチドライブラリ

を合成し、細胞内に導入するため N末端に Octa-Argを連

結したものを作製し、NL4-3/MT-4の MTTアッセイによ

って部分ペプチドの抗ウイルス活性を評価した。

Octa-Arg を連結した部分ペプチドのいくつかは抗 HIV-1

活性を示したが、Octa-Argを連結しないものはいずれも

50 uMでほとんど抗ウイルス活性を示さなかった。今後

は、今回抗 HIV-1 活性を示したペプチドについて

R5HIV-1 の複製も阻害するか否かの検討などを行う予定

である。 

 [村上 努、堤 浩(東京医科歯科大学)、仙田 唯(東京

医科歯科大学)、玉村啓和(東京医科歯科大学)、山本直樹] 

 

Ⅲ．HIVの分子疫学ならびにウイルス学的研究 

1．中国型 HIV-1組換え型流行株(CRF07_BC, CRF08_BC) 

の東アジアにおける流行拡大の年代推定 

CRF07_BC, CRF08_BCは、それぞれ中国北西部（新彊

ウイグル自治区）および東南部（広西チワン族自治区）

の注射薬物乱用者 (IDU) の間の流行株として同定され

た。われわれは、これら流行株の各地域への播種の時間

スケールを明らかにするために、最新のデータ解析プロ

グラム（BEAST）を用いて解析を進めた。その結果、

CRF07_BC, CRF08_BCの共通の祖先株は、雲南省に生ま

れ、90年代初頭から半ばにかけて、後者が中国東南部へ、

前者は中国北西部に播種したと推定された。CRF07_BC

は、1990年代後半には、おそらく中国沿海部地域を経由

して、台湾南部の IDU 集団に播種し、さらに、2000 年

代初頭 (2001-2003) には、台湾中・北部に拡大して、台

湾の IDU 間に未曾有の大流行を引き起こしたと推定さ

れた。またデータ解析の結果は、CRF08_BCが CRF07_BC

の前駆体である可能性を示唆する。これらの知見は

CRF07_BC, CRF08_BCの伝播経路とその年代を、確実な

証拠をもってはじめて解明したものと考えられる。 

［Kok Keng Tee 、廖華南、上西理恵、長谷彩希、武部 豊、 

Oliver G. Pybus (オックスフォード大学 ), Adeeba 

Kamarulzaman (マラヤ大学), Xiao-Jie Li (上海交通大学)］ 

 

2．我が国における CRF01_AE 感染クラスター 

我が国における HIV 感染者の約 75-80%は欧米型の

HIV-1サブタイプ Bで、それについで、東南アジアに起

源をもつ CRF01_AE が全体の約 10-20%前後を占める。

ところが、我が国中央地域には、CRF01_AE が、全体の

80%以上を占める重積地点があることが明らかとなった。

感染は異性間性感染ルートによる。一方、我が国の大都

市圏ではMSM感染者が 70-80%と極めて大きな割合を占

め、分布する遺伝子型もサブタイプ Bが主体で、際立っ

た違いがある。これらの知見は、我が国における HIV-1

感染症の広がりは一様ではなく、地域差、風土差を考慮

した対策の必要性を示すものである。 

［長谷彩希、上西理恵、廖 華南、草川 茂、武部 豊、

長野県エイズ拠点病院ネットワーク（代表：須坂病院 斎

藤 博）］  

 

3．マレーシアにおける第２の組換え型流行株候補の同定 

われわれは、先にマレーシア大学医学部（クアラルン

プール市）との共同研究によって新しいタイプの組換え

型流行株 (CRF33_01B)を見出した。CRF33_01B は、我

が国研究機関から報告され、国際的データベースから正
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式承認された始めての CRFとなったが、さらに、マレー

シア東部沿海地域の IDU に流布する流行株の解析の結

果、新しいタイプの組換え型流行株 (CRF) 候補を同定

した。この新しい CRF 候補株も CRF33_01B と同様、

CRF01_AEとサブタイプ Bからなるもので、解析途上で

あるが、相互に近縁であるが異なる組み換え構造をもつ

ことが推定された。現在、全塩基配列決定による組換え

構造の詳細な解析が進行中である。 

［Kok Keng Tee、廖 華南、上西理恵、長谷彩希、Xiaojie 

Li、納富香子、草川 茂、武部 豊、Adeeba Kamarulzamen.

（マラヤ大学）］ 

 

4．ベトナムにおける CRF01_AE 流行拡大の年代決定 

HIV-1 CRF01_AE は東南アジア地域におけるエイズ流

行の最も主要なウイルス株である。ベトナムでは、1990

年代に入って、HIV-1 CRF01_AEの流行が始まった。当

初南ベトナムの注射薬物乱用者 (IDU) と売春婦の間で

流行が始まり、ついで 90 年代半ばにはベトナム北部の

IDUでの流行が始まった。ベトナムにおける CRF01_AE

伝播の時間的・空間的なダイナミックスを解明するため、

最新のデータ解析技術（BEAST v1.4.2）を用いて解析を

行った。その結果、 ベトナムにおける CRF01 AE株はタ

イや我が国に分布するものとは異なるクラスターを形成

していること。またベトナムに流布するウイルス株は、

南部の性感染者（クラスター１）、南部の IDU（クラス

ター２）と北部および隣接する中国 Guangxiの IDU に分

布するクラスタ－３の３つ区別され、クラスタ－ 1, 2, 3の

共通祖先年代（Time to the most recent common ancestor 

(tMRCA) は、それぞれ 1986 年、1990 年、1993 年前後

と推定された。これらの結果は、ベトナムにおける HIV-1

伝播が、南部の性感染のハイリスクグループ→南部 IDU

→北部および隣接する中国 Guangxiの IDUへと、CRF01 

AE 株流行の拡大ルートとその年代をはじめて明らかに

するものと考えられる。 

［廖 華南、Kok Keng Tee、長谷彩希、  上西理恵、 

Xiao-Jie Li、草川 茂、武部 豊、Nguen tran Hien（ベト

ナム国立衛生疫学研究所）、Oliver Pybus (オックスフォー

ド大学)］ 

 

5． HIV-2感染後 36年にわたる長期未発症例の解析：我

が国における最古のHIV感染症例の同定と同HIV-2分離

株のほぼ完全長塩基配列の決定 

われわれは、2006年 6月に我が国はじめての HIV-2感

染日本人症例（77歳男性）を同定した。本症例から HIV-2

株を分離し、ほぼ完全長の HIV-2 塩基配列を決定した。

その結果、本 HIV-2株は、HIV-2グループ Aに属し、特

にセネガル株(60415K株)等との近縁性が見出された。本

症例は、病歴から 36 年前（1971 年）のセネガルでの輸

血で感染したと推定されるが、塩基配列情報に基づく系

統関係はその結論を裏付ける。HIV-2 ではエイズ発症ま

での潜伏期が HIV-1 に比べて長いと考えられているが、

本症例は実に 36 年という極めて長期にわたって無症候

であるという点で極めて興味深い。しかし、現在までの

ところ、塩基配列上での特別な特徴は見出されていない。 

［上西理恵、草川 茂、長谷彩希、廖 華南、小野木成

美、武部 豊、内海孝信（聖隷横浜病院）、永川博康（聖

隷横浜病院）］ 

 

6．家族内感染例 NH3に見出された高度薬剤耐性の発達

機構への組換えの関与 

HIV-1のゲノム間に生じる遺伝子組換えは、遺伝子座

間の連鎖を解消して新たな組み合わせを生じることで、

ウイルスの多様性の増大に寄与していると考えられてい

る。薬剤耐性変異の一部では複数遺伝子座の組み合わせ

によってfitnessが低下するエピスタシスが予想され、実

際に耐性変異の適応進化が組換えによって生じやすくな

っている例もある。遺伝子組換えがウイルスゲノムの多

様性の形成に果たす役割は明らかであるが、その寄与の

程度については情報が少ない。ウイルスの生存を左右す

る遺伝子型の多様性に対する組換えと突然変異の様々な

選択圧における寄与を集団遺伝学的な手法で推測しそれ

らを比較するため、エピスタシスが観察される遺伝子型

として、RT領域の41L, 69位挿入変異、210W, 215Yの４

つの遺伝子座に注目し、解析を進めている。in vivoの観

察例として、AZT+ddIによる治療によってこれらの耐性

変異が生じた日本人の感染例（Sato et al 2001)を用いた。

また、組換え直前の遺伝子型を持つ患者由来ウイルスの

感染性クローンを作成し、薬剤耐性試験と種々のNRTI

濃度下におけるin vitro競合感染実験を行った。感染者の

各治療時期と競合感染実験の感染後のいくつかの時期に、

RT領域の配列クローン（590bp or 626bp)を多数採集し、

塩基配列を得た。組換えの存在は、bootscan解析・

subregion tree・phylogenetic network解析・IDL検定・およ

びin vitroにおいては人工的な中立変異の直接観察により

行った。In vtro実験では、近接変異座間の組換え価から

交叉率を推定した。連鎖の解消が観察される遺伝子座ペ

アの関係をcoalescentモデルに基づいて解析することで、

組換えによって生じた遺伝子型の集団中での生存時間を

推測することができる。突然変異の集団中での生存時間

も同様に推測可能であり、この２つの推測値の比を求め
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ることで、多様性に関する組換えの寄与を知ることが可

能となる（Charpentier et al. 2006）。これらの推定には、

LDHatパッケージ中のpairwiseプログラムを用いた。様々

な分子進化学的解析は、in vitro, in vivo双方で耐性変異座

間の組換えの存在を示唆した。in vitro競合感染実験にお

ける遺伝子頻度の経時変化から、耐性変異の組み合わせ

に対する選択圧が確認されたが、個々の耐性変異には強

い選択圧が観察されず、エピスタシスの状態にあること

が示唆された。多様性に関する組換えと突然変異の寄与

は、in vitroでは薬剤環境にかかわらず一定であったが、

in vivoでは時期によって組換えの寄与が大きく変化する

ことがわかった。 

［椎野禎一郎、保科佳美、武部 豊] 

 

7．名古屋で検出されたユニークサブタイプB HIV-1 

名古屋医療センター・臨床研究センターでは、名古屋

地域に伝播している HIV-1のサブタイプを明らかにする

ため、遺伝子型薬剤耐性検査と同時にサブタイプの判定

を行っている。同センターでは、2003 年から 2006 年に

わたり、組換え型流行株以外に 14 例のリコンビナント

HIV-1 と思われる検体を検出している。このうち、5 例

検出されたユニークサブタイプ B HIV-1の遺伝子組み換

え構造の解析を行った。ユニークサブタイプ B HIV-1の

ほぼ完全長プロウイルス配列を決定し、bootscanning 

analysis および similarity plot analysis（ソフトウェア

SimPlot version 2.5）、RIPを用いて組み換え構造を解析し

た。これらの方法で矛盾が生じた遺伝子領域に関しては、

Phylogenetic network analysis (ソフトウェア SplitTree)を

用いた。対象にした 5例の HIV-1は遺伝子構造上ほぼ同

一のウイルスであった。サブタイプ Dと組み換えが起き

ていた遺伝子領域は以下のとおりである： p17遺伝子領

域で 1 箇所、p24 遺伝子領域で 1 箇所、RNase 遺伝子領

域で 1箇所、integrase遺伝子領域で 2箇所、vif遺伝子領

域で 1箇所、vpr遺伝子領域で 1箇所、vpu遺伝子領域で

1箇所、gp120遺伝子領域で 1箇所。サブタイプを特定で

きなかった短い 4領域が存在したが、このユニークサブ

タイプ B HIV-1は B/Dリコンビナント HIV-1であると思

われる。 

［椎野禎一郎、藤崎誠一郎（名古屋医療センター臨床

研究センター）、金田次弘（名古屋医療センター臨床

研究センター）］ 

 

Ⅳ．HIV-1感染性クローン樹立法ならびに各種研究技術

の確立 

１．中国南西部における主要な HIV-1 流行株の感染性

分子クローンの樹立 

中国南西部における地域特異的な HIV-1 流行株の研

究の基盤を構築する目的で、中国雲南省において収集し

た臨床検体から分離したウイルスを材料として、中国南

西部における２種類の主要な流行株の感染性分子クロー

ンを樹立した。それぞれの全塩基配列を決定し、そのサ

ブタイプ/CRF の同定を行ったところ、HH043 は、その

サブタイプ間組み換え構造の解析から CRF07_BC と同

定された。DH002 は、その系統解析の結果からサブタイ

プ B' (アジア型サブタイプ B) と同定された。いずれのク

ローンもトランスフェクションによってこれまでに樹立

されてきた感染性分子クローンと同等な量のウイルスが

産生され、産生されたウイルスは PHA 刺激 PBMC に

感染性を有していた。また  NP2/CD4/CXCR4 および 

/CCR5 細胞での増殖とシンシチウム形成を指標にコレ

セプター使用能を調べたところ、いずれも CCR5 を使用

する R5 ウイルスであった。すでに樹立した CRF01_AE、

CRF08_BC のクローンと合わせ、中国南西部における主

要な流行株の感染性分子クローンが樹立できた。 

[草川 茂、保科 佳美] 

 

2．感染性クローンの樹立と方法論の改良 

 著しい多様性を呈する HIV-1 をその特性を保持した
まま迅速に感染性分子クローンを樹立することを目的に

方法論の改良を引き続き試みている。HIV-1全長ゲノム
増幅に用いるPCR酵素及びPrimer設計をさらに考慮し
たところ従来よりも迅速に多数の感染性分子クローンを

樹立することが可能になった。本年度はこの方法論を本

邦新規感染者の多くを占める同性間感染で増加傾向が認

められる subtype Bウイルスとセンター第２研究グルー
プで収集している薬剤耐性ウイルス、日赤から感染研

HIV パネル作成のため提供を受けた献血陽性検体及び
BBI 社より購入した HIV Subtype Infectivity Panel 
(PRD320)由来ウイルスに応用し総計 577 個の感染性分

子クローンを樹立し、その内 41 個のクローンについて
全ゲノム塩基配列を決定した。 

 
⑴ PCR酵素選別による感染性クローン樹立の効率化 

 「HIV Trapping System」により感染性分子クローンが

樹立できるようになったが、より効率化を図るため引続

き市販されている High Fidelity, High Proccessivity, High 

Yield の PCR 酵素数種類を比較検討している。本年度は

新たに市販された Takara の PrimeSTAR GXL と Toyobo

の KOD FX PCR DNA polymeraseを現在までの当室での

標準酵素であるRoche社の Pwo Masterを用いた場合と感
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染性クローン樹立効率を比較したところ、Pwo Mater に

よって増幅できない鋳型でも Takara PrimeSTAR GXLに

より効率的に感染性分子クローンが得られるウイルスが

多いことが判明した。今後とも PCR酵素の改良は進むも

のと期待されることから、Long PCRによる「HIV Trapping 

System」はより有効になりうるものと期待される。 

[竹川奈穂、武田 哲、巽 正志] 

 

⑵ In-Fusion酵素による One-Step HIV-1 Cloning戦略の試

み 

 当室では現在 HIV-1ゲノムを上流、下流に区分し One 

Cut制限酵素サイトを含む Primerで増幅した後繋ぎ合わ

せる Half & Half戦略による「HIV Trapping System」を用

いて感染性分子クローンを樹立している。現在主要な

subtype/CRF のクローンが整備されたことから、より効

率的な樹立法を確立するため制限酵素による繋ぎ合わせ

を必要としない方法論として Vaccinia Virus 由来の相同

組換え酵素を用いた系の感染性分子クローン作成への応

用を試みた。この酵素は Vector と組込む Insert に 15 塩

基の相同性を認識して末端同士を結合する。HIV-1 の

PBS領域と 3’LTRの PolyA Signal下流領域の塩基配列は

多くの HIV-1 Group Mで保存されている。これらの特徴

を利用して求める HIV-1 の subtype/CRF が判明すれば、

現在まで作成した感染性分子クローンから同じ

subtype/CRF の ク ロ ー ン を 選 別 し 、 Vector 側 を

pMT1/pMT4の Not Iサイト側を含む Primer と PBS側で

5’LTRを含む Vector 片を用意し、標的の HIV-1プロウィ

ルスを 15塩基配列が重複した PBS領域配列と PolyA 下

流領域と Vector Not Iサイト領域を含んだ Primer Setで増

幅し、両者を相同組換え酵素存在下で反応させる事で全

長 HIV-1クローンを樹立する方法論である。現在日赤検

体由来ウイルス２株にこの戦略を応用して感染性分子ク

ローンが得られているが、その樹立効率は実用にはまだ

低い。今後さらに Primer 設計などの実験条件を精査し、

実用化を目指す。 

[竹川奈穂、巽 正志] 

 

⑶ 邦人感染者由来薬剤耐性ウイルス subtype B 感染性

分子クローンの樹立と解析 

 昨年度まで本邦で流行している主要なウイルス株であ

る HIV-1 subtype Bと CRF01_AE組換体の Naïveウイルス

由来感染性分子クローンの標準株を整備した。本年度は

様々な薬剤耐性プロファイルを呈する耐性ウイルスの感

染性分子クローンを整備する目的で、治療中の患者由来

で典型的な各種薬剤耐性プロフィールを呈するウイルス

３株(DR5913, DR6174, DR6175)から総計 89の感染性分子

クローンを樹立した。そのうちから各株 2 クローンを選

別し総計 6 クローンの全ウィルスゲノム塩基配列を決定

し、 近隣結合法によって分子系統樹を作成しその帰属を

決定したところ全てのクローンは全長にわたり subtype 

B にクラスターされた。これらのクローンは薬剤耐性

subtype B の解析と耐性試験標準化に有用であることが

期待される。 

[竹川奈穂、西澤雅子、杉浦 亙、巽 正志] 

 

⑷ 日赤献血由来陽性検体からのウイルス分離と感染性 

分子クローンの樹立 

 国内感染者由来検体からなる感染研HIVパネル整備の

為、日赤より提供を受けた HIV陽性献血検体から磁気粒

子と MAGIC-5 細胞株を用いてウイルス分離を試みたと

ころ、84検体中 7検体からウイルスが分離された。７検

体のうち６検体は subtype Bで１検体が CRF01AEであっ

た。このうち subtype Bの３検体は subtype Bのなかで特

異なクラスターに属する検体であった。これらの分離ウ

イルスから「HIV Trapping System」により総計 124クロ

ーンの感染性分子クローンを樹立し、その内 14クローン

について全ゲノム塩基配列を決定した。これらのクロー

ンは今後献血行政における国内陽性検体対策立案に有用

な情報を提供するものと期待される。 

[竹川奈穂、巽 正志] 

 

⑸ 未だ整備されていない subtype/CRF HIV感染性分子ク

ローンの樹立と解析 

 これまで当室では国内で流通するHIV感染診断キット

の性能試験に資するため、著しい多様性を呈する HIV-1

グループ Mの様々な subtype/CRFウイルスの感染性分子

クローンを整備してきた。国内外で流行する主要な

subtype/CRF ウイルスに関しては薬剤耐性ウイルスも含

めて複数クローンの樹立が成功しほぼ整備出来た状況で

あるが、国際交流が益々盛んになるにつれて現在では流

行する HIV-1 ウイルスに国境はないものと考えられる。

そこで未だ整備されていない subtype/CRF ウイルスの感

染性分子クローンを樹立するため、欧米先進国において

subtype/CRF の標準株として HIV 感染診断キットの性能

試験に頻繁に用いられているウイルスを含む Boston 

Biomedica Inc.の HIV Subtype Infectivity Panel PRD320を

購入し、未だ整備されていない subtype/CRF と欧米で標

準株として用いられているウイルス由来の感染性分子ク

ローンパネルを整備することを開始した。現時点で新た

に subtype D ２株、 subtype F ２株、 subtype G ２株、
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グループ O２株及び HIV-2 １株の感染性分子クローンを

樹立し、全ゲノムの塩基配列決定により、その帰属を確

認した。引続き残りの subtype/CRF のクローンを樹立す

る予定である。 

[竹川奈穂、武田 哲、巽 正志] 

 

Ⅴ．HIVライフサイクルと宿主因子の研究 

1．HIV Gagタンパク質の細胞内輸送および安定性を制御

する宿主因子の同定 

 我々は HIV 感染宿主細胞の細胞内免疫反応とその関

連因子の同定を行なうため、Serial Analysis of Gene 

Expression(SAGE)法を用いて、HIV 感染特異的に誘導さ

れる宿主遺伝子および遺伝子産物の同定を行なった。そ

の結果、サイトカインシグナル抑制因子である SOCS1

がHIV感染T細胞において特異的にその発現が誘導され

ることを見出した。SOCS1は HIV Gagタンパク質と複合

体を形成し、Gag タンパク質の細胞内輸送と感染性ウイ

ルス粒子の形成に重要な役割を果たすことが明らかにな

った。また siRNA を用いて SOCS1 を特異的に阻害する

と、感染性ウイルス粒子の形成が顕著の抑制された。こ

れらの結果は SOCS1が HIV Gagの細胞内輸送に重要な

役割を果たすことを示すとともに、SOCS1を標的とした

新規の HIV/AIDS薬の有効性を示唆するものである（Ryo 

et al., PNAS, 2008）。 

[梁 明秀、西真由子、大庭賢二、駒野淳、鶴谷直美(北

里大学北里生命科学研究所)、森川裕子(北里大学北里生

命科学研究所)、山本直樹] 

 

2 ． 濾 胞 樹 状 細 胞 (FDCs) と HIV-1 感 染 細 胞 の

P-selectin/PSGL-1分子を介した細胞-細胞間直接的相互作

用による HIV-1複製刺激機構 

 HIV の感染中枢であるリンパ節に多く存在する FDC

は、HIV-1 感染時その表面に感染性をもったウイルス粒

子を長期間捕捉し、感染を拡大させることが知られてい

るが、ウイルス複製に関する作用は不明であった。そこ

で我々はFDCのHIV-1感染時における他の作用を解析す

ることを試みた。FDCs を各種 HIV 慢性感染細胞株およ

び感染末梢血単核球細胞(PBMCs)と共培養すると HIV-1

のウイルス産生が顕著に増加した。この作用は

P-selectin/PSGL-1分子を介した細胞-細胞間相互作用によ

るものであった。PSGL-1 の細胞内ドメインと相互作用

するチロシンキナーゼ Syk の活性化が認められ、Syk の

特異的阻害剤の処理により、HIV-1 の産生は有意に抑制

された。これらの結果は、FDC による細胞-細胞間分子

相互作用が直接的に感染細胞におけるウイルス増殖を促

進することを示すと同時にその詳細な分子機構を明らか

にした。このことにより、これらを分子標的とした新た

な治療法開発の可能性が示唆された。 

[大庭賢二、西真由子、添田浩美、寺嶋一夫(東京医科歯

科大学)、梁 明秀、山本直樹] 

 

3．P-TEFb(CyclinT/CDK9 複合体)の活性化を抑制する宿

主因子 HEXIM1による HIV-1複製制御 

 Tat依存的な転写はHIV-1の複製を制御する治療の標的

のひとつになると考えられている。 HEXIM1は

7SKsnRNAとともにP-TEFbに結合し、その-機能を抑制す

ることが明らかとなった。そこで我々はP-TEFbの宿主由

来の阻害因子であるHEXIM１が培養細胞においてHIV-1

の複製にどのような影響を与えるのかを検討した。その

結果、HEXIM1はHIV-1の複製を負に制御する宿主因子で

あり、エイズ治療において新規の標的となるかもしれな

いことが明らかとなった。 

[清水佐紀、浦野恵美子、二橋悠子、濱武牧子、武部 豊、

山本直樹、駒野 淳] 

 

4．ミリストイル化非依存的なHIV-1 Gagのvirus-like 

particle産生と感染能の解析 

レトロウイルスGagタンパク質のミリストイル化が

Gagの細胞膜targeting・Gag集合・細胞表面への輸送・

budding・感染初期過程に与える影響を検証した。Gagの

ミリストイル化シグナルを欠失させ、N末端にいくつか

の異なる細胞膜移行シグナルタンパク質を融合させた。

これらを細胞に発現させ、共焦点顕微鏡による細胞内局

在、電顕による形態観察、培養上清中のVLPの有無、産

生効率、物理的性質、感染能等を解析した。その結果、

ミリストイル化はGagのほぼ全ての機能に関して膜タン

パク質と交換可能であることが判明した。ウイルスベク

ターの改良等に有用な知見であると考えられる。 

[青木 徹、浦野恵美子、二橋悠子、濱武牧子、清水佐紀、

寺島一夫(東京医科歯科大学)、村上 努、玉村啓和(東京

医科歯科大学)、松田善衛、山本直樹、駒野 淳] 

 

5．HIV-1複製後期過程に関与する宿主因子の解析 

 HIV-1 Envタンパクのウイルス粒子への取込みに関与

すると報告のあったTIP47のHIV-1複製における役割に

ついて検証・検討を行った。TIP47過剰発現によるHIV-1 

Envのウイルス粒子への取込み量の増加は、細胞内Envレ

ベルの増加の結果をみている可能性が示唆された。一方、

siRNAを用いた内因性TIP47のノックダウン実験の結果

は、TIP47はEnvのウイルス粒子への取込みというよりウ
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イルスの細胞外への放出効率へ関与している可能性が示

唆された。また、我々がHIV-1 GagまたはEnv存在下で

TIP47と共沈するタンパク質として同定したactin-based 

motor proteinであるMyH9についてsiRNAを用いた内因性

MyH9のノックダウン実験を行ったが、Envのウイルス粒

子への取込みやウイルス放出効率への関与は認められな

かった。現在は、主にGagの細胞内輸送やウイルス放出

効率への関与を指標として小胞輸送に関与する一群のタ

ンパク質であるRabタンパク質について検討を加えてい

る。 

[宮川 敬、村上 努、駒野 淳、佐野麻衣子、大崎雄樹

（名古屋大学）、藤本豊士（名古屋大学）、福田光則（東

北大学）、梁 明秀、山本直樹] 

 

6．アポトーシス誘導因子 Daxxの分解機構の解明 

 Fas結合タンパク質Daxxは酸化ストレスなどの種々の

アポトーシスシグナルの活性化に寄与しており、

AIDS/HIV の領域では HIVGag と直接的に相互作用する

ことによりウイルス複製や細胞死に関与することが示唆

されている。今回我々は、Daxxを負に制御してアポトー

シスを抑制する因子としてペプチジルプロリルイソメラ

ーゼ Pin1を同定した。Pin1は Daxxの 178番目のセリン

残基にリン酸化特異的に結合し、Daxx のユビキチン-プ

ロテアソーム系を介した分解を速やかに誘導する。Pin1

の発現の高い悪性膠芽腫細胞では、in vitroおよび in vivo

の両方において、Daxxの発現が顕著に低下し、Fasリガ

ンド刺激や酸化ストレスに対するアポトーシス抵抗性を

示した。以上の結果より Pin1 はガン細胞や HIV 感染細

胞におけるアポトーシス抵抗性に関与する可能性が示唆

された（Ryo et al., JBC, 2007）。 

[梁 明秀、西真由子、山本直樹] 

 

7．HIV-1 の宿主細胞である CD4 陽性 T 細胞のアポトー

シスのメカニズム：OX40/OX40L系の関与 

 HIV-1感染症では、宿主である CD4陽性 T細胞が細胞

死（アポトーシス）を起こし、その数が激減するが、そ

の細胞死のメカニズムについては未だ不明な点が多い。

我々は活性化T細胞マーカーのひとつであるTNFレセプ

ターファミリー分子 OX40を強制発現させた CD4陽性 T

細胞株の中に、OX40L 刺激により 10 時間以内に細胞死

を引き起こすものを発見した。そこでこの OX40/OX40L

系の新たな機能、「細胞死誘導」のメカニズムについて調

べた。Fas/FasL、DR/TRAILや TNF-R/TNF等が、間接的

に OX40/OX40L による細胞死に関与している可能性が

あるため、様々な中和抗体を作用させてみたところ、抗

TNF中和抗体によりこの細胞死が強く抑制された。また

OX40L で刺激されたこの T 細胞株は数時間以内に TNF

を誘導することもわかった。以上の結果から、

OX40/OX40L 系は TNF-R/TNF 系を介して T 細胞死にも

関与することが示唆された。 

[高橋良明、田中勇悦（琉球大学）、田中礼子（琉球大学）、

山本直樹] 

 

8．HIV-1 アクセサリータンパク質 Nef と Hck による

NF-κBの活性化機構の解明 

 HIV-1 のアクセサリータンパク質 Nef は感染細胞にお

ける CD4 のダウンレギュレーションに関与することで

AIDS/HIV 感染症の病態において重要な役割を果たす。

一方で各種のシグナル伝達系を活性化させることにより、

HIVの複製を制御することが知られている。今回我々は

Nef が Src キナーゼファミリーの Hck と結合し、活性化

させることにより、Hckのｐ65/RelAのリン酸化と NF-κB

シグナルの定常的活性化に寄与することを明らかにした。

Hckは Nefの存在下のみにおいて p65と結合し、濃度依

存的に NF-κBを活性化させる。逆に不活性型の Hckでは

これらの機能を抑制する。Nef と Hckを細胞に共発現さ

せると、p65 のチロシン残基のリン酸化の度合いが顕著

に増加していた。またこの現象は Hckの siRNAにより完

全にブロックされた。以上の結果より、Nef は宿主チロ

シンキナーゼ Hck と機能的に相互作用することにより、

NF-κBシグナルを活性化し、HIVの複製を正に制御する。 

[Jeong Soo-Jin, 梁 明秀、山本直樹] 

 

Ⅵ．HIV感染動物モデルの開発に関する研究 

1．サル・エイズモデルを用いた抗HIV候補薬のスクリー

ニング 

これまでにいくつかのサル・エイズモデルを確立して

きた。しかしながら、ヒト/HIV感染症の動物モデルとし

て理想的なモデルは未だ確立されていない。そのため理

想的なモデルを目指していくつかの候補モデル開発を試

行している。これまで実験終了後は安楽殺処分していた

が、動物の有効利用の観点から、処分直前の感染サルを

用いて治療候補薬剤のスクリーニングを始めている。今

年度は２種の薬剤について、計６頭の感染サルを用いて

評価を行った。その結果ひとつの薬剤については、治療

ではなく感染予防内服剤としての可能性が示唆された。

今後の検討が必要である。 

[仲宗根正、楊 栄閣(中国科学院武漢ウイルス研究所)、

村上 努、山本直樹] 
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2．Cell-associated virus経粘膜感染によるサル・エイズモ

デル開発（ウィルス曝露非感染モデル） 

ウイルス曝露非感染サルモデルの重要性は次のように

まとめられる。人類の中にはHIVに濃厚に曝露されるも

感染しないヒトが存在する。いわゆるウイルス曝露非感

染者である。彼らは理想的な抗HIV免疫を獲得している

と考えられているため、特にその粘膜免疫の解析はワク

チン開発の重要課題となっている。しかしながら、症例

の発掘が困難であり、なおかつ粘膜面の解析にはサンプ

リング量・回数ともに制限が大きい。また、チャレンジ

実験が不可能なことから、その症例が真に抗HIV免疫を

獲得しているのかという確認も不可能である。ウイルス

曝露非感染サルモデルはそれらの問題を解決し、HIV防

御免疫本態の詳細情報を提供すると考えられる。一昨年

度確立したCell-associated virus経粘膜感染によるサル/エ

イズモデルを用いてウイルス曝露非感染サルモデル開発

を行っている。まず、カニクイサル９頭について、50%

感染成立量(AID50)の1/10という低力価でのウイルス感

染細胞による頻回曝露実験を行った。今年度、これらの

サルについて10倍のAID50を有するウイルス感染細胞、

さらにはfree virusを攻撃接種することにより、防御免疫

が誘導されているかを検討した。その結果、２頭のサル

は、いずれの攻撃接種に対してもほぼ完全に防御した。

現在、その防御免疫について解析中である。 

[仲宗根正、兼清 優、吉野直人、梁 明秀、山本直樹、網 

康至(動物管理室) ] 

 

3．CCR5 tropic subtype C HIV-1の遺伝子を持つ新規SHIV

の作製 

HIV-1に対する候補ワクチンを評価するためのマカク

ザルの感染実験には、SIV、或いはSIVとHIV-1のキメラ

ウイルス（SHIV）が広く用いられている。現在用いられ

ているSHIVはsubtype B HIV-1由来の遺伝子を持つもの

が殆どであり、他のsubtypeのHIV-1遺伝子を持つSHIVの

実用化が望まれている。本実験では、アフリカのザンビ

ア共和国に由来するCCR5 tropic subtype C HIV-1の遺伝

子を持つ新規SHIVを作製し、その性状をサルのリンパ球

を含む種々の培養細胞を用いて解析、マカクザルの動物

実験に有用と思われるものを選抜することを計画した。

まず、HIV-1ウイルス株10株より得られた17種のHIV-1分

子クローンをもとに、28種の組換えSHIVクローンを作製

した。これらの感染性を、R5、及びX4 HIVが感染・増殖

できるように改変したHeLa細胞（MAGIC-5細胞）を用い

て調べた結果、13クローンが明瞭な感染性を示した。次

に、カニクイザルPBMCを用いて感染・増殖試験を行っ

た結果、2クローンが感染の兆候を示した。 

［阪井弘治、山本直樹］ 

 

4．エイズウイルス糖鎖修飾の感染組織特異性と病原性へ

の影響 

SIVmac239は５カ所のN型糖鎖修飾の減少により、エイ

ズウイルス感染の特徴である慢性期における持続的なウ

イルス増殖性を失う。その機序を調べるために初期感染

期の感染組織について病理学的解析を行った。

SIVmac239または糖鎖欠失変異ウイルス∆5Gをアカゲザ

ルに静脈内接種し、SIVmac239感染では感染後7、9、12、

21日に∆5G感染では9，12、14、21日に安楽殺した。SIV

感染組織を同定するために腸管粘膜組織：小腸（空腸、

回腸）、結腸、全身性リンパ組織：脾臓、扁桃、リンパ節

（ソケイ、エキカ、顎下、深頸、肺門、膵下、深腸骨、

腸間膜）を採取し、免疫組織染色法により解析した。腸

管粘膜組織では両ウイルス感染で多数の感染細胞が集積

した感染部位が散在していたが、感染の組織内分布、動

態に違いがあった。SIVmac239感染ではすべての組織に

おいて感染部位が同定された。感染のピークは感染後9、

12日で21日の組織には感染部位は確認されなかった。主

要な感染部位はリンパ小節で粘膜固有層では稀に感染細

胞が見られるだけであった。感染部位となったリンパ小

節は複数のリンパ小節が近接して存在し免疫の活性化が

推測された。∆5G 感染では、感染9日に最多の感染部位、

感染細胞が検出され、12、12日では感染は減少していた。

感染組織は9日では粘膜固有層であったが、12、14日では

リンパ小節であった。しかし孤立リンパ小節であり、

SIVmac239感染で見られたような複数のリンパ小節の集

積は少なかった。また結腸での感染は見られなかった。

全身性リンパ組織においても両ウイルス感染は異なって

いた。SIVmac239感染では7日では腸間膜リンパ節で、9、

12日ではすべてのリンパ節で多数の感染細胞が検出され

た。ところが∆5G 感染では感染9日に腸間膜リンパ節等

で感染部位が検出されたが感染細胞数はSIVmac239の

1/10以下であった。12日以降は稀に感染細胞が確認され

ただけであった。末梢リンパ球の大部分は全身性リンパ

組織由来であるが、両ウイルス感染での末梢リンパ球の

SIV RNA,DNAのレベルの違いは全身性リンパ組織での

SIV感染の違いと一致した。SIVmac239は獲得免疫応答に

おけるinductive siteである２次リンパ組織のCD4+T細胞

に感染していた。∆5G 感染はeffector siteのCD4+T細胞で

感染が始まり、小腸粘膜を中心に一部のinductive siteの

CD4+T細胞へ感染がシフトしたが、感染は短期間に収束
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した。このような感染の違いが両ウイルスの慢性期の感

染の違い、さらに病原性の違いの原理となっていると推

測された。  

[杉本智恵、森 一泰] 

 

Ⅶ．その他 

1．HIV感染症統合データベースの運用 

エイズワクチン開発に重要な情報をデータベース

(DB)化して公開（一部制限）し、HIV関連研究者に活用

してもらうことを目的としてHIV感染症統合データベー

ス（略名：HIV-DB、URL：https://aids.nih.go.jp）を構築

し、運用している。 

本DBでは、国立感染症研究所・エイズ研究センターに

おいて1989年から解析中の日本およびタイ国HIV感染者

からのウイルス分離結果、遺伝子配列、蛋白構造情報な

どのウイルス遺伝子生物学的情報に加えて、臨床データ

を時系列に管理・検索可能となる統合DBを構築しWEB

上で提供する。 

DB内容は、平成20年3月末現在、DDBJのHIV遺伝子DB

（135,338件）に加えて、提供HIV感染者572、ウイルス

分離解析数3,669、C2V3遺伝子解析数361、V3部蛋白構造

解析数361(PDB形式)、対応臨床データ（生年、性別、CD4

細胞数、血漿ウイルス量、血漿ウイルス逆転写酵素活性、

薬剤履歴、その他）からなる。主機能は、DDBJのHIV遺

伝子データに対する遺伝子相同性検索、遺伝子系統樹解

析、genosubtyping、独自のdivision作成機能、V3部蛋白３

次元構造の閲覧機能、臨床データ検索機能である。 

本DBは、 研究情報データベース化事業の１つとして

国立感染症研究所と科学技術振興事業団と共同で開発さ

れ、平成14年10月にWEB公開された。 

なお、本DBは更新目的のため、平成20年3月末より、一

時閉鎖中である。 

[仲宗根正、科学技術振興機構] 

 

2. プロリルイソメラーゼ Pin1による HTLV-1 Taxタンパ

ク質の安定化機構の検討 

 ペプチジルプロリルイソメラーゼ Pin1 は多くの癌で

高発現し、癌化および悪性化形質の維持に重要な役割を

果たすことが知られている。今回我々は、Pin1が HTLV-1 

Tax タンパク質に結合し、そのユビキチン化とタンパク

質分解を抑制することにより、Tax の活性化および癌化

に寄与することを明らかにした。Pin1は成人 T細胞白血

病(ATL)細胞株で Tax の発現に比例して発現量が増加し

ていた。Pin1は細胞周期依存的にリン酸化された Taxと

結合し、Tax の分解を顕著に抑制した。Pin1 は Tax のユ

ビキチン化も抑制したが、Tax の分解はプロテアソーム

阻害剤添加により回避されず、むしろライソゾーム阻害

剤の NH4Cl処理において顕著に抑制された。以上の結果

より、Pin1は Taxのユビキチン化およびライソゾームへ

のターゲッティングを抑制することにより、Tax タンパ

ク質の分解を抑制し、細胞発癌を促進することが示唆さ

れた。 

[Jeong Soo-Jin, 梁 明秀、正岡崇志、大庭賢二、山本直樹] 

 

3．ポスト HAART時代のエイズおよびエイズ関連感染症

克服のための創薬シーズ探索：HCVエントリー阻害剤の

同定とその解析 

我が国の血友病患者における HIV/HCV 共感染率は

97%を越える。1996年に HAARTの導入により,患者予後

が大幅に改善された結果、HCVによる肝障害が死亡原因

の大きな割合を占めるようになってきている。そのため、

HCV 感染症に対する有効且つ安全な治療法の開発は、

「ポスト HAART 時代」の重要な医療課題の一つと考え

られる。われわれは、脇田らによって樹立された感染性

分子クローン JFH-1を用いた infectivity assayを用いたス

クリーニング系を確立・最適化することにより、新しい

創薬シーズの探索を目指した。その結果、HCVのエント

リーに対する阻害活性を有する数種の低分子化合物を見

出した。そのうちの１種は、HCV エントリー受容体の

一つである CD81 を直接の標的とすることが、コンピュ

ーターを用いた分子ドッキング解析によって予測される。

現在、作用機構の詳細に関する解析と、構造最適化によ

る創薬展開が進行中である。 

[上西理恵、磯貝まや、納富香子、長谷彩希、廖 華南、

加藤佳代子、武部 豊、鈴木亮介（ウイルス第二部）、鈴

木哲朗（ウイルス第二部）、脇田隆字（ウイルス第二部）] 

 

品質管理に関する業務 
Ⅰ．HIV感染診断のための標準品整備 

1．日赤献血由来陽性検体からなる国内感染者 HIV 感染
研パネル整備 
 国内で市販される HIV 感染診断キットの公的性能試
験を当室は担っている。現在診断キットの性能試験に用

いている陽性検体の多くはHIV-1流行初期の米国血液銀
行より入手した血漿を供試している。HIV感染診断キッ

トの性能も技術革新により年々改良され、現在では第 1
次スクリーニング試験として抗原・抗体同時測定系が推

奨され、ウインドウ期を短縮するため HIV-1 p24 gag抗
原検出感度が更に高められた診断キットが欧米先進国に

おいて既に市場に導入されている。感染者増加が続く本
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邦においては、感度と特異性に優れた HIV感染診断キッ
トの早期の導入は感染者の早期発見と適切な治療の開始

のみならず、感染者の増加に歯止めをかけるため第１義

的に重要であるが、これまで国内感染者検体入手が個人

情報保護の側面から困難であったため承認前試験申請に

遅延をきたす例が多かった。一方で国内献血における

HIV-1 陽性検体数は日本赤十字社の検査目的の献血を防
止するキャンペーンにもかかわらず増加し、昨年遂に年

間 100名を越えた陽性献血があった。このような状況の
下、ここ数年に渡り日赤、本省医薬食品局審査管理課医

療機器審査管理室及び医薬品医療機器総合機構医療機器

審査部に承認前試験に供試するため公的な国内感染者検

体からなるパネル整備の必要性を説き続けてきた。今年

度になり関係各部の協力得て、日赤より 2004 年度から
2006年度に亙る HIV陽性 84検体と陰性 50検体の譲渡
を受けた。これらの検体は全て当室で分子遺伝学的特性

付けを行い、また現在 HIV感染診断キットを販売してい
る主要な数社の協力を得て全検体の特性を検討した上で

選別し、陽性 80検体及び陰性 20検体からなる公的感染
研 HIV-1パネルとして運営される予定である。 
[田角栄二、竹川奈穂、武田 哲、阪井弘治、巽 正志、

山本直樹、水落利明（血液・安全性研究部）、山口一成（血

液・安全性研究部）、百瀬俊也（日赤血液事業本部中央研

究所）、柚木久雄（日赤血液事業本部中央研究所）、日野 

学（日赤血液事業本部中央研究所）、田所憲治（日赤血液

事業本部中央研究所）] 

 
2．日赤献血由来陽性検体の特性付け– subtyping – 

 上記のように譲渡を受けた陽性 84検体により RNAを
抽出し、HIV-1 gag p17領域と env C2/V3領域を標的と
する RT-PCR により HIV-1 特異的 Amplicon を増幅し、
得られた Amplicon を Direct Sequencing で感染ウイル
スの subtyping を Blast検索と NJ法による系統樹作成
により行なったところ、 subtype B が 75/84（8.1%），

CRF01AE が 9/84 (10.7%) 及び CRF08BC が 1/84 
(1.2%)であった。中国本土で流行している CRF08BC 組
換体が既に献血陽性検体に見いだされたのは今後の対策

として注目に値する。 
[田角栄二、竹川奈穂、武田 哲、阪井弘治、巽 正志、

山本直樹] 

 
3．日赤献血由来陽性検体の特性付け – Clustering – 
上記で配列決定し所定の Primer で増幅出来た検体と

別に第２グループ由来の薬剤耐性試験を受けているウイ

ルス由来の感染性分子クローンの p17 gag 領域と env 

C2/V3 領域で NJ 法により系統樹を作成し陽性検体ウイ
ルスの特性を解析したところ、subtype B の検体で第２
グループ由来ウイルスが１例も属さない特異なクラスタ

ーに gag p17では 24/74 (34%), env C2/V3 では 18/74 

(24%)の有意な検体数が属していた。この特異なクラスタ
ーの存在は、今後の献血対策にとって有用な情報を提供

するものと考えられる。 
[田角栄二、竹川奈穂、武田 哲、巽 正志、山本直樹] 

 
4．日赤献血由来陽性検体の特性付け – ウイルスコピー

数と抗体価 – 
 譲渡を受けた陽性 84検体を現在国内で HIV感染診断
キットを販売している（もしくは販売予定）数社の協力

を得て、その各診断キットによる測定を依頼した。測定

した診断キットは第３世代抗体検出診断薬は３キット、

第４世代抗原・抗体同時検出診断薬は７キット、及び確

認試験法としてWestern Blot法１キットであり、HIV-1 
RNA コピー数測定キットは当室で設定した測定を含め
て３キットであった。 
その結果原液血漿の 10000 倍希釈においても陽性を

示す抗体価の高い検体が全体の 75%も占めており、感染
から有る程度経過した検体が多いものと判断した。また

抗体価が低い検体は Western Blot 法では判定保留とな
る検体であった。ウイルスコピー数は３測定法で検体に

よりバラつきが大きいものもあったが、その検体はフィ

ブリンなどの凝固物の多い検体に該当していた。当室の

測定でコピー数が比較的多い７検体から磁気パーティク

ル法によりウイルスを分離出来た。これらのウイルスの

特性付け今後の献血対策に貴重な情報を提供するものと

期待される。 
[竹川奈穂、巽 正志、山本直樹] 

 
5．各種 subtype/CRF 感染性分子クローンを用いた抗
原・抗体同時測定系の感度試験用標準パネルの作成 

 現在, 本邦ではHIV-1/-2感染診断の１次スクリーニン
グ検査は、各保健所などで導入されている即日検査に用

いられるイムノクロマト法を除いて、ウィンドウ期をよ

り短縮するため抗原・抗体同時測定系が導入されている。

各社より各種の検査キットが市販されているが、抗体出

現前の抗原陽性期を如何に感度良く検出できるかは多く

の場合Seroconversion Panelを購入して対応しているが、
この Panelが由来する HIV-1 subtype は限られており、
その数量もまた限度があるなど、その標準抗原が国内外

で依然として整備されていな状況である。我々がこれま

で樹立してきた各種 subtype/CRF 感染性分子クローン
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が、これら抗原・抗体同時測定系における抗原検出の感

度試験標準パネルとなりうるか、国内で市販されている

検査キットを販売している検査会社の協力を得てその感

度測定を行なっている。昨年度のサーベイより

subtype/CRF数を増やし、希釈抗原濃度も各診断キット
が公称する感度 10 pg/mL前後に振り、欧州で HIV-1抗
原測定のデフォルトとされる Innotestによる測定も行な
った。その結果 Innotestによる抗原検出は設定抗原濃度 
10 pg/mLまで検出していた。この成績は当室が整備した
subtype/CRF感染性分子クローンが偏ったウイルスから

なる可能性を否定するものである。この条件で各種抗原

抗体同時測定診断キットで測定したところ、各種診断キ

ットにより subtype/CRF により検出感度が大きく異な
ることが改めて確認された。今後更に未だ樹立されてい

ない subtype/CRFの感染性分子クローンを構築し、抗原
検出の標準パネルとして整備に努める。 

[竹川奈穂、巽 正志] 

 

国際協力関係業務 

Ⅰ．JICA との共催による HIV-1 診断技術講習「第５回

HIV 感染者のケアとマネジメントのための高度診断技

術コース」（平成 19年 6月 11日-7月 13日）  

 現在世界的に拡大を続けている HIV-1感染、AIDS発

症の予防のためには、HIV-1の蔓延状況の正確な把握が

欠かせない。このためには確固とした診断技術に基づい

た HIV-1感染診断が必須である。近年 HIV-1の感染診断

は従来の感染の有無のみを判断する血清学的診断に加え

て、感染ウイルスの質、量を知ることができる PCR法に

基づいた診断法が重視されるようになってきている。し

かし、現在感染の中心となっている第三世界では必ずし

もこれらの診断技術が確立されていないのが現状である。

これらの状況に対応するため当センターでは JICAとの

共催により第三世界の研修員を対象に HIV-1の感染診断

のための技術講習コースを毎年 1回開催している。過去

2フェーズ（各フェーズ 5年）に渡って血清診断を中心

とした研修を行ってきたが、近年の核酸に基づいた診断

技術への需要に答えて、平成 15年度からは「HIV感染

者のケアとマネジメントのための高度診断技術」と名称

を改め PCRや塩基配列解析などを含めた研修を行って

いる。平成 19年度（最終年度）には、中国、ガボン、ジ

ャマイカ（2名）、マラウイ、ミヤンマー、パナマ、フィ

リピン、トーゴ、ウルグアイの 9カ国 10名の研修員を対

象に 6週間にわたって村山庁舎研修棟を中心として技術

研修を行った。研修内容は診断に必要な関連分野の講義、

診断技術実習、施設訪問等を組み合わせたもので、実習

は 3つの小グループ制で行った。近い将来核酸技術に基

づいた診断方法の導入予定の国が多いが、それを考慮し

て今回試みた PCRワークショップが特に研修生から高

い評価を得た。 

[村上 努、仲宗根正、杉浦 亙、鈴木寿子、藤野真之、

武部 豊、椎野禎一郎、草川 茂、巽 正志、阪井弘治、

武田 哲、森 一泰、石川晃一、駒野 淳、山本直樹、

杉山和良（バイオセーフティ管理室）、横田恭子（免疫部）、

多田有希（感染症情報センター）、俣野哲朗（東京大学医

科学研究所）、Jintana Ngamvithayapong-Yanai（財団法人

結核予防会結核研究所）、若杉なおみ（早稲田大学）、菊

池 嘉（国立国際医療センター）、増田道明（獨協医科大

学）、小柳義夫（京都大学ウイルス研究所）、佐竹正博（東

京都赤十字血液センター）、加藤真吾（慶應義塾大学）、

畢 秀瓊（国立国際医療センター）]       

 

Ⅱ．その他 

1．日本学術振興会 外国人特別研究員受入（平成 19年 5

月 14日）[杉浦 亙]  

 

2．JICA ナイジェリア HIV 感染予防対策研修コース 

講師「日本の HIV/AIDS の現状と対策、エイズ研究セン

ターについて」（平成 19年 9月 7日）[巽 正志、山本直

樹] 

 

3．日本学術振興会 論博研究者受入（平成 19年 10月 14

日-12月 7日）[杉浦 亙] 

 

4．JICA ベトナム国立衛生疫学研究所能力強化プロジ

ェクト研修受入（平成 19年 11月 26日-12月 13日）[巽 

正志] 

 

研修業務 
Ⅰ．厚生労働省による HIV検査法、検査体制研究班によ

る研修会「第 18 回 HIV-1,2 技術研修会」（平成 19 年 10

月 3日-5日） 

都道府県・政令市・特別区の地方衛生研究所及びエイ

ズ治療の地方ブロック拠点病院等の検査従事者を対象と

した HIV 検査法（PCR 法等）を用いた HIV 感染症の診

断技術研修会を行った。全国の地方衛生研究所等への普

及と標準化を図り、わが国における検査体制の充実を図

ることを目的とする。 

[杉浦 亙、武部 豊、椎野禎一郎、草川 茂、石川晃一、

駒野 淳、鈴木寿子、藤野真之、西澤雅子、武田 哲、

今井光信（神奈川県衛生研究所）、佐野貴子（神奈川県衛
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生研究所）、潟永博之（国立国際医療センター）、加藤真

吾（慶應義塾大学）] 

 

Ⅱ．その他 

1．医師卒後臨床研修プログラム 講師「エイズの現状と

問題点」（平成 19年 12月 13日）[山本直樹] 
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